ELIL.H.A Schistosoma / ELL.LH.A Sistozomiyaz

Sistozomiyaz serodiagnozu igin
indirekt hemaglitinasyon testi
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Yalnizca in vitro diagnostik kullanim igindir, sadece profesyonel kullanim igindir.
Tek kullanimlik testler.
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ELILLH.A Sistozomiyaz, Sistozoma mansoni (bagirsak), Sistozoma hematobium (liriner) ve Sistozoma
intercalatum (rektal) hastalarindan alinan serum antikorlarinin indirekt hemagliitinasyon testi yoluyla nicel
olarak belirlenmesi saglanir.

Her bir kit, 120 test veya 6 dillisyondan 20 reaksiyon gergeklestirimesini mimkin kilar.

2-GIRI

Bilharyaz veya sistozomiyaz, Sistozoma tiiriindeki boliimlere ayrilmamis yassi asalak solucanlarin neden
oldugu bir grup paraziter hastaliklari temsil eder.

Yetigkin solucanlarin varliginda, badisiklik kademeli olarak kazanilir. Yumurtalar hastaligin patojen
elementidirler. Hastalik birbirini takip eden li¢ asamada ilerler: kontaminasyon - enfestasyon - hastalik
durumu.

Bilharyaz tanisi yumurta teshisi ile konulabilir, ancak yumurtalar “hastalik durumu” asamasindan dnce
tespit edilemezler. Dolayisiyla antikorlarin tespiti yoluyla immiinolojik tani, bu hastaligin ik asamalarinda
esastir.

3-USUL

ELI.HA Sistozomiyaz indirekt hemagliitinasyon testi usuliinii baz olarak alir. Koyun eritrositleri, Sistozoma
mansoni antijeni ile hassaslastirilir. Serumda spesifik antikorlarin varligi tespit edilirse, hassaslastirimig
eritrositler kuyucuk dibinde kirmizi/kahverengi bir tabaka olusturacak sekilde agliitine olur. Spesifik antikor
yoklugunda ise bu eritrositler agliitine olmaz ve kuyucugun dibinde halka benzeri bir tortu olusmasina
neden olur. Hassaslastirlmamis eritrositler, reaksiyonun spesifikligini saglar ve dogal anti-koyun
aglitininlerine (Forssman heteroantikorlari, infeksiyéz mononiikleoz antikorlari vs.) bagh karisikliklarin
ortadan kaldiriimasini mimkiin kilar.

Reaksiyon bir U-mikroplakada gerceklestirilir.

Islem hizli ve kolaydir. Sonuglar 2 saat iginde alinir.

4 - REAKTIFLER VE MALZEME

Tanim Miktar

R1: 2,4 mL hassaslastiriimis eritrosit viyali 1
R2: 1 mL hassaslastiriimamis eritrosit viyali

BUF: 55 mL fosfat tamponu pH 7.2 viyali

R3: 2 mL adsorban viyali

CONTROL +: 0,2 mL titre edilmis pozitif kontrol viyali
CONTROL -: 0,2 mL negatif kontrol viyali
MICROPLATE: U-mikroplaka

DROPPER: 6zel damlalik
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5 - KULLANIM ONLEMLERI

- Reaktifler yalnizca in vitro tani amagli kullanim igindir ve yetkili kisiler tarafindan uygulanmalidir. Testler
tek kullanimliktir.

- BUF reaktifi hari¢ tim reaktifler, hayvansal kékenli maddeler icerir ve olagan 6nlemlerle kullaniimalidir.

- Orneklerin bulagici olma olasiligi vardir. Hijyen kurallarina ve kullanildigi tlkede yiiriirlikte olan
yonetmeliklere uyularak olagan 6nlemlerle uygulanmalidir.

- Reaktifler sodyum azid icerir (konsantrasyon < % 0.1). Reaktiflerde bulunan sodyum azid, borulardaki
agir metallerle reaksiyona girerek patlayici bilesikler olusturabilir. Bu nedenle reaktifleri lavaboya
atmamaniz ve ydrirlikteki atik bertarafi nerilerine ve yonetmeliklerine uymaniz énerilir.

- Reaktifleri son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

- Farkli partilerden reaktifler kullanmayin.

- Serum ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesini bekleyin.

- Kullanmadan 6nce R1 ve R2 reaktifleri iyice calkalayin.

- R1 ve R2 reaktifleri dagitirken damlalgin tamamen dikey oldugundan emin olun. Hacimlerin sabit
olmasi igin damlalarda hava kabarcigi olmadigini kontrol edin.

6 - ORNEKLERIN TOPLANMASI VE iSLENMESI

Taze veya - 20°C'de saklanan ve hemoliz, bulaniklik veya kontaminasyon géstermeyen serumlar kullanin.
Tekrar tekrar dondurup ¢ézdirmekten kaginin.

Serumu dekomplemente etmeyin.

7 - REAKTIFLERIN SAKLANMASI VE HAZIRLANMASI

Tim reaktifler kullanima hazirdir.

Orijinal durumlarinda 2-8°C'de saklanan reaktifler, kit tzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar
stabildir. Dondurmayin.

8 - GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MATERYALLER

- Olgiilecek miktara gére uyarlanmis pipetleme hacmine sahip otomatik pipet(ler);
- Kontamine atik kaplari;

- Santriftj

- Hemoliz tapleri.

9 - UYGULAMA SEKLI

Kullanimdan 6nce reaktifleri oda sicakhgina getirin.

9.1 - Numunenin hazirlanmasi

Test edilecek serumu 1/40'a kadar seyreltin:
« 50 pL serum;
* 1,95 mL BUF reaktifi.

9.2 - Testin mikroplaka iizerinde uygulanisi
- Cok kanalli mikropipet kullanarak mikroplagin 8 kuyucuguna 50’ser pl BUF reaktifini koyun.

- Bir mikropipet kullanarak, seyreltilmis 50 L serumu 1. kuyucuga dagitin.
BUF reaktifi ile karistirin ve tercihen bir mikro seyreltici ("lale") kullanarak, kuyucuk igeriginin 50 ul'sini
1. kuyucuktan 2.'ye, 2.'den 3.’ye aktarin ve bu iglemi 6. kuyucuga kadar devam ettirin ve 6. kuyucugun
iceriginin 50 pl'sini digar atin.
Béylelikle 1/80 ila 1/2560’lik dillisyonlar elde edilir.

- 7. kuyucuga 50 pl serum stok diliisyonu ekleyin.
BUF reaktifi ile karistirin ve 50 pl disari atin.
Bu 1/80'lik dillisyon, bazi serum 6rneklerinde bulunabilen dogal anti-koyun agliitininlerini
saptayabilmek amaciyla serum kontrolii olarak kullanilir.

- R1 ve R2 reaktifleri dikkatlice calkalayin.
«Ilk 6 kuyucuga 1’er damla R1 reaktifi ekleyin.
« Serum kontrol kuyucugu olan 7. kuyucuga 1 damla R2 reaktifi koyun.
« Tampon ve duyarlilastiriimis eritrositlerin kullanilabilirligini kontrol etmek amaciyla 8. kuyucuga
(ayirag kontrol kuyucugu) 1 damla R1 reaktifi koyun.

Not: Her mikroplak igin sadece bir kuyucuk ayirag kontrolii olarak kullanin.

- Kuyucuk igeriklerini dikkatlice homojenize edin:
« ya yere paralel tutulan mikroplagin kenarlarina hafifge vurarak, manuel olarak;
« ya da mikrotitre plakalar igin titresimli bir karistirici kullanarak (6rnegin 10 saniye boyunca
1300 devir / dakika). Orbital karistirici kullanmayin.

- Sonrasinda plak titresimsiz, diiz bir zemin lizerine yerlestirilerek hareketsiz kalmasini saglayin.

- Reaksiyonu 2 saat sonra okuyun.

9.3 - Serum_kontroliiniin _agliitinasyonu durumunda_dogal anti-koyun aglitininlerinin
adsorpsiyvonu
- R3 reaktifi dikkatlice calkalayin.
- Birtiipe koyun ve karistirin:
« 0,1 mL serum ;
« 0,3 mL R3 reaktifi.
Oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edin.
- 2000 rpm'de 15 dakika santrifujleyin.
- Suzuntlyd toplayin; serum 1/4 oraninda seyreltiimistir.
Adsorbe edilmis bir stok dillisyonu (1/40) elde etmek igin BUF reaktifinde stiziintiiyl 1/10 oraninda
seyreltin.
Stok dilisyonunu adsorbe edilmis stok dillisyonu ile degistirerek "Testin mikroplaka (izerinde
uygulanisi" protokoliinii tekrarlayin.

10 - SONUCLARIN OKUNMASI
Negatif reaksiyon: Hemagliitinasyon eksikligi
Kuyucuk dibinde kiiglik veya buylk ¢apl daire seklinde ¢okelti varligi.

Pozitif reaksiyon: Hemagliitinasyon varhg:

Kuyucuk dibinde kirmizi/kahverengi bir tabaka varligi; bazen de ince bir
Ornek: 1/1280'de serum pozitif
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1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrol Kontrol
ayirag serum

11 - SONUCLARIN YORUMLANMASI

Titre < 1/160: Aktif bir enfeksiyonun dnemsiz reaksiyonu.
Eski veya tedavi edilmis bir enfeksiyona karsilik gelebilir.
Testi, 2 ila 3 hafta sonra tekrarlayin ve bir elektrosinerez veya
immiinoelektroforez ile birlestirin.

Titre 2 1/160: Onemli reaksiyon.

Aktif enfeksiyon varsayimi.

12 - DAHILI KALITE KONTROLUC

CONTROL+ ve CONTROL- reaktifleri analiz edilecek serum olarak ele alinmalidir. CONTROL+ reaktifi
titresi, flakon etiketinde belirtilen titreye + bir dilisyon ile esit olmalidir. CONTROL- reaktifi hemaglutinasyon
yoklugu gostermelidir. Boyle degilse, test gegersizdir.

13 - HATA NEDENLERI VE TESTIN SINIRLAMALARI

- Serumun uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi.

- Reaktiflerin agildiktan sonra uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi.

- Yalnizca kutu iginde verilen damlaliklar kullanin.

- R1 ve R2 reaktifleri arasinda damlaliklari degistirmeyin.

- Ik 6 kuyucukta pozitif reaksiyon olmasi durumunda, limit hemagliitinasyon titresini bulmak igin diliisyonlari
sUrdarin.

- Kontrol serumu negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemagliitinasyonu durumunda, dogal
anti-koyun aglutininleri adsorpsiyon yoluyla serumdan elimine edildikten sonra testi tekrarlamak gerekir.

- Ayirag kontrolli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemagliitinasyonu durumunda ELI.H.A
Sistozomiyaz reaktifi kullanilamaz.

- Antikor konsantrasyonunun gok yiiksek oldugu belirli serumlarda, ilk dillisyonda bir prozon fenomenine
(acilinca) yol agabilir ve sonraki diliisyonlarda kaybolabilir.

- Reaktiflerin kalitesi, mikroplakanin herhangi bir harekete maruz kalmamasi ve titresimlerden korunmasi
kosuluyla, reaksiyonun aksam yuritiilmesini ve ertesi sabah okumayi mimkiin kilar.

- Her durumda ve kesin tani koyulmadan énce, testin yorumlanmasi, tiim klinik, epidemiyolojik ve biyolojik
veriler ile diger testlerin sonuglari birlestirilerek yapiimalidir.

14 - PERFORMANSLAR

ELILH.A Sistozomiyaz bu indirekt hemagliitinasyon reaksiyonuna duyarlilik ve 6zgulliik saglayan yiiksek
oranda saflastiriimis Sistozomiyaz mansoni antijeni tarafindan hassaslastiriimis eritrositlerden olusur.

63 pozitif serumla ilgili performans degerlendirmeleri (Schistosoma haematobium ve mansoni) ve 56
negatif serum %85,7 duyarlilik ve %98,2 6zglillik gésterir.

15 - ATIKLARIN IMHASI

Atiklar, kullanim iilkesindeki bu gibi reaktifler igin gegerli olan hijyen kurallarina ve yénetmeliklerine uygun
olarak bertaraf edilmelidir.

BUF reaktifinin kazara dokiilmesi durumunda, ¢alisma yiizeyini emici kagitla temizleyin ve su ile durulayin.
Serum veya baska bir reaktifin dokiilmesi halinde, javel suyu ve emici kagit ile temizleyin.
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